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(54) Title: VACCINATION AGAINST CANINE HERPESVIRUS INFECTION AND VACCINES 



(54) Titre : VACCINATION CONTRE L' HERPES VIROSE CANINE ET VACCINS 

^ (57) Abstract: The invention concerns the use of a CHV antigen for preparing a vaccine against canine herpesvirus infection, to 
be administered to the pregnant bitch as close as possible to birth, preferably during the last third of pregnancy, and producing a 
QfQ high anti-CHV antibody rate in the pregnant bitch at the time of birth, inducing protection in the pups by antibody transfer during 
00 suckling. The invention also concerns an inactivated anti-CHV or subunit vaccine, useful for vaccinating pregnant females to protect 
^ pups by antibody transfer. 

(57) Abrege : Utilisation d'antigene de CHV pour la preparation d'un vaccin contre l'herpesvirose canine, destine" a etre administre 
chez la chienne gestante le plus pres possible de la mise bas, de preference pendant le dernier tiers de la gestation, et produisant un 

^ taux d'anticorps anti-CHV eleve chez la chienne gestante au moment de la mise bas, induisant une protection chez les chiots par 
transfert d'anticorps lors de rallaitement. Vaccin anti-CHV inactive ou de sous-unites, utilisable pour la vaccination des femelles 

^ gestantes pour proteger les chiots par tranfert d'anticorps. 
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La presente invention concerne la vaccination contre I'herpesvirus canin. 
5 Elle a notamment trait a une methode de vaccination, a des vaccins appropries 
et a Tutilisation de vaccins dans le cadre de cette methode de vaccination. 

L'herpesvirus canin (en anglais Canine Herpesvirus ou CHV) a ete decrit 
pour la premiere fois en 1965 (L. E. Carmichael, Am. J. Vet. Res., 1965, 26, 803- 

10 814). L'infection par Therpesvirus canin a ensuite ete identifiee dans de 
nombreux pays (U.S.A., France, Royaume-Uni, Suisse, Italie, Japon, Australie, 
Nouvelle-Zelande...). Le CHV est responsable de problemes de reproduction 
dans les elevages canins et tout particulierement de mortalite chez les chiots 
nouveau-nes qui peut occasionner des pertes importantes dans certaines 

is collectives. II est egalement responsable d'avortements et de mortinataiite. 
L'infection par le CHV est par ailleurs suspectee de diminuer la fertilite des 
chiennes. La transmission du CHV se fait par voie venerienne, par voie 
oronasale ou par voie trans-placentaire. 

Le CHV appartient a la famille des Herpesviridae et a la sous-famille des 

20 Alphaherpesvirinae. A ce jour, un seul type de CHV a ete identifie. II s'agit d'un 
virus enveloppe contenant une molecule d'ADN double brin. L'enveloppe 
presente plusieurs glycoproteines d'origine virale. Les glycoproteines gB, gC et 
gD sont responsables de I'induction d'anticorps neutralisants chez la souris. 

Le CHV est antigeniquement proche de ('herpesvirus felin (J.A. 

25 Limcumpao et a/., Arch. Virol., 1990, 111, 165-176) mais sans neutralisation 
croisee significative (X. Xuan et al., Arch. Virol., 1992, 122, 359-365). 

Le CHV est fortement dependant de son hote et ne se multiplie que sur 
des cellules d'origine canine (Pierson et al., recueil de Medecine Veterinaire, 
mars/avril 1998, 174 n°3/4, 87-94). 

30 Les chiots nouveau-nes sont tres sensibles a l'infection par le CHV lors 

des 3 premieres semaines de vie. La contamination intervient lors de la 
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naissance ou dans les premiers jours de vie. La vaccination des chiots n'est en 
consequence pas possible. Les seuls moyens de protection disponibies sont les 
mesures sanitaires comme le rechauffement des chiots avec une lampe a infra- 
rouges et la serotherapie. Le CHV est cependant peu immunogene et il est 

5 difficile de preparer un bon serum (L. E. Carmichael, J. Am. Vet. Med. Assoc., 
1970, 156, 1714-1721). 

Dans les conditions naturelles, le chiot peut etre protege par les anticorps 
neutralisant le CHV presents dans le colostrum des chiennes seropositives : en 
I'absence de ces anticorps, le chiot est tres sensible a I'infection par le CHV (D. 

10 L. Huxsoll et I. E. Hemelt, J. Am. Vet. Med. Assoc., 1970, 156, 1706-1713). Les 
animaux a risque sont les chiots nes de chiennes non infectees en contact 
d'anirnaux excreteurs, et les chiots nes de chiennes infectees latentes mais 
seronegatives ou faiblement seropositives. Les anticorps neutralisants le CHV 
persistent peu de temps, et un animal peut etre infecte et seronegatif. 

15 Le CHV provoque chez les chiots de moins de 3 semaines d'age une 

herpesvirose neonatale souvent fatale. L'incubation est rapide et les chiots 
meurent en quelques jours le plus souvent sans autres symptomes qu'une 
hypothermie brutale et des troubles nerveux foudroyants, dans la grande 
majorite des cas avant Tage de 5 jours. Dans les formes moins aigues, 

20 rhypothermie est suivie de symptomes tels qu'anorexie, depression, bradycardie, 
hypoglycemic, oedeme sous-cutane, erytheme et papules ventrales, selles 
molles gris-jaunatre, douleurs abdominales, vomissements, plaintes incessantes, 
pedalage et mort en 24 a 72 heures en opisthotonos. L'examen necropsique 
peut reveler une splenomegalie, un epanchement sereux dans les cavites 

25 pleurales et peritoneale et des petechies viscerales (Pierson et a/., recueil de 
Medecine Veterinaire, mars/avril 1998, 174 n°3/4, 87-94). Cet article rappelle 
qu'aucun vaccin contre I'herpesvirose canine n'est actuellement commercialise et 
suggere qu'il serait utile de pouvoir vacciner les reproducteurs infectes latents 
afin d'attenuer la re-excretion du virus sauvage. 

30 Delisle F., dans son article (Rec. Med. Vet, 1982, 158, 669-676), propose 

en revanche de vacciner les chiennes avant la gestation avec un vaccin inactive 
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ou d'injecter un serum aux chiots des la naissance. Elle rappelle toutefois 
qu'aucun vaccin commercial n'est disponible. Voir aussi L. E. Carmichael, J. Am. 
Vet. Med. Assoc., 1970, 156, 1714-1721. De son cote Appel A., dans son article 
(« Canine Herpesvirus » dans Virus Infections of Vertebrates, vol.1, MC 
5 Horzinek, Ed. MJ Appel Elsevier Science Publisher, 1987, 5-15), propose de 
vacciner des chiennes avant ou au tout debut de la gestation avec un vaccin 
inactive. 

H. Poulet et P. Dubourget (Point Vet., 1993, 25, 69-75) ont quant a eux 
suggere en 1992 en termes generaux la vaccination de la mere avec un rappel 

10 en fin de gestation. Les auteurs rappellent aussi que des essais a partir de 
variants attenues ont ete effectues (L. E. Carmichael et a/., Infection and 
Immunity, 1978, 20(1), 108-114; US-A-4,21 3,965 : vaccin vivant attenue, 
compose d'un variant thermosensible du virus CHV, dit « de petites plages »), 
mais que ces essais n'ont pas eu de resultats probants et n'ont pas donne lieu a 

is la commercialisation de vaccins. 

Anvik J. O., dans son article (Vet. Med., April 1991, 4, 394-403), precise 
que la production d'anticorps neutralisants chez la mere et en consequence la 
protection de la portee est impredictible en raison de la faible immunogenicite du 
virus CHV. 

20 Devant la difficulty de vaccination, Pierson et a/, (recueil de Medecine 

Veterinaire, mars/avril 1998, 174 n°3/4, 87-94) sont meme alles jusqu'a proposer 
de vacciner la mere avec un vaccin inactive contre le coryza du chat (FHV) ou 
d'administrer des anticorps anti-FHV aux chiots des la naissance. 

A ce jour aucune des hypotheses de vaccination n'a ete confirmee, aucun 

25 vaccin n'est disponible dans le commerce et aucune publication ne fait etat de 
resultats de vaccination convaincants annonciateurs de la commercialisation 
prochaine d'un tel vaccin. 

En outre chez les femelles gestantes, I'infection au CHV peut conduire a 
une resorption embryonnaire, une momification foetale, un avortement ou une 

30 mise bas prematuree, une mortinatalite, une mortalite neonatale. Des lesions 
placentaires peuvent apparaTtre. 



WO 01/52887 



4 



PCT/FR01/00189 



Alors que des vaccins contre differents herpesvirus existent chez d'autres 
especes animales dont le chat, la vaccination efficace contre I'herpesvirose 
canine n'a jamais pu etre proposee. 

5 La presente invention a pour objectif la mise au point d'une methode de 

vaccination contre I'herpesvirose canine permettant de proteger les chiots. 

Un autre objectif de invention est I'elaboration de vaccins, efficaces et 
pharmaceutiquement acceptables, utilisables dans le cadre de cette methode de 
vaccination. 

10 La deposante a trouve de fagon surprenante qu'il est possible de vacciner 

les chiennes gestantes et les nouveaux-nes en administrant un vaccin pendant la 
periode de gestation et en particulier le plus pres possible de la mise bas de 
fagon a avoir un taux d'anticorps anti-CHV eleve chez la femelle gestante au 
moment de la mise bas, ce taux assurant la protection du chiot a la naissance 

is par transmission des anticorps maternels lors de I'allaitement En outre ces 
anticorps se maintiennent substantiellement chez le chiot pendant les premieres 
semaines de sa vie, periode ou il est sensible a la maladie (3 a 4 semaines). Un 
titre en anticorps neutralisant chez la chienne egal ou superieur a 0,9 Iog10 est 
prefere et plus particulierement un titre egal ou superieur a 1,2 Iog10. Les titres 

20 indiques sont calcules d'apres la methode decrite dans Texemple 7. La 
vaccination chez la chienne amene d'autre part une reduction de la pression 
d'infection chez le chiot. La deposante a observe par ailleurs chez les chiennes 
vaccinees en milieu contamine un poids des chiots superieur a la naissance et 
une tendance a un taux de gestation plus eleve. Ces phenomenes peuvent 

25 s'expliquer par une reduction ou une absence de lesions placentaires chez les 
chiennes vaccinees (A. Hashimoto et a/., Am. J. Vet. Res., 1979, 40(9), 1236- 
1240 ; A. Hashimoto et a/. f Am. J. Vet. Res., 1982, 43(5), 844-850). 

Les objectifs de invention deja mentionnes, ainsi que d'autres, sont 
obtenus a I'aide d'une methode de vaccination de la chienne gestante 

30 comprenant Tadministration d'un vaccin chez une femelle gestante le plus pres 
possible de la mise bas, notamment pendant le dernier tiers de gestation (la 
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duree moyenne de gestation chez la chienne est d'environ 63 jours), notamment 
de 1 a 20 jours, en particulier de 1 a 15 jours, plus particulierement de 5 a 15 a 
jours, de preference de 5 a 10 jours, avant la date presumee de mise bas, 
typiquement environ 10 jours avant, de fagon a avoir un taux d'anticorps anti- 

5 CHV eleve chez la femelle gestante a la mise bas, induisant une protection des 
chiots par transfert des anticorps maternels lors de I'allaitement. Ces anticorps 
se maintiennent substantiellement pendant les premieres semaines de vie du 
chiot, periode ou il est sensible a la maladie (3 a 4 semaines). 

Par definition, un antigene, en quantite efficace dans le vaccin selon 

10 I'invention, permet d'induire un titre eleve et protecteur d'anticorps dans les 
conditions du protocole chez la femelle gestante et le nouveau-ne. II peut s'agir 
d'antigene comprenant du virus CHV inactive, du virus CHV attenue, une ou 
plusieurs sous-unites du virus CHV, un ou plusieurs antigenes exprimes par des 
recombinants. 

is De preference, le vaccin est destine a produire chez la femelle gestante, 

au moment de la mise bas, un taux d'anticorps anti-CHV (determine 
conformement a I'exemple 7) superieur ou egal a environ 0,9 Iog10, de 
preference superieur ou egal a environ 1,2 Iog10. 

Notamment dans le cas d'un animal n'ayant jamais ete vaccine contre le 

20 CHV, on procede de preference a une (ou plusieurs) autre administration de 
vaccin anti-CHV avant I'administration decrite ci-dessus afin d'induire la reponse 
immunitaire chez I'animal. L'intervalle entre ces deux administrations doit etre 
suffisant pour induire un effet rappel, ce qui en general demande au moins de 2 
a 3 semaines. La primo-administration du vaccin se fait notamment dans une 

25 periode allant de I'oestrus a au moins deux a trois semaines avant 
I'administration decrite ci-dessus, en particulier dans la periode allant de 
I'oestrus au premier tiers de gestation inclus, ce qui comprend une administration 
avant la saillie. De preference cette administration est realisee environ 7 a 10 
jours apres la saillie. Suivant une modalite preferee, on reproduit ce schema de 

30 vaccination pour chaque mise bas. 
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Si I'animal a deja ete vaccine contre le CHV, une seuie administration 
proche de la mise bas peut suffire. 

L'administration, ou Tune au moins des administrations supplementaires 
peuvent aussi etre realises avec un vaccin ayant une composition differente de 
5 celle intervenant au plus pres de la mise bas, la difference pouvant toucher 
I'antigene et/ou la formulation du vaccin. 

L'administration du vaccin peut se faire notamment par la voie 
parenterale, de preference par la voie sous-cutanee ou intramusculaire. 

Les volumes de dose peuvent etre notamment compris entre 0,2 et 2 ml, 
10 de preference de I'ordre de 1 ml. 

L'invention a aussi pour objet ('utilisation d'antigene CHV pour la 
preparation d'un vaccin contre I'herpesvirose canine destine a etre administre 
selon le protocole decrit ci-dessus. 

L'homme de Tart possede les competences necessaires pour definir 
15 precisement les doses de chaque vaccin en fonction du type de vaccin. 

Lorsque plusieurs administrations sont pratiquees chez ['animal, les 
vaccins utilises peuvent etre de differents types, choisis notamment parmi ceux 
precedemment cites. 

L'invention a aussi pour objet des vaccins inactives ou des vaccins de 
20 sous-unites, utilisables notamment dans le cadre de cette methode de 
vaccination. 

Utilisation de sous-unites CHV n'a ete decrite que chez la souris (J. A. 
Limcumpao et a/., J. Vet. Med. ScL, 1991, 53(3), 423-432). Les donnees 
obtenues chez la souris ne peuvent cependant pas etre extrapolees a I'espece 

25 canine comme le precise ce document. Bien que les titres en anticorps obtenus 
avec les giycoproteines gp145/1 12, gp80 et gp47 purifiees induisent une reponse 
en anticorps detectable, il n'est pas toutefois possible de determiner si ce titre en 
anticorps peut se traduire par une protection car la souris n'etant pas sensible au 
virus CHV il n'est pas possible de developper un modele d'epreuve virulente 

30 chez cette espece. Egalement aucune donnee n'est disponible concernant 
Timmunite cellulaire induite par CHV. Par ailleurs la relation entre le titre en 
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anticorps obtenu chez la souris et celui obtenu chez le chien n'est pas connue et 
ces titres peuvent se reveler differents. Ainsi il a ete publie que des lapins 
immunises avec la glycoprotein gl d'herpes bovin de type 1 ont un titre 
neutralisant plus eleve que les lapins immunises avec gill, alors que chez le 

5 bovin la glycoproteine gIV induit le titre neutralisant le plus eleve et que la 
glycoproteine gl est la moins immunogene. Ces donnees montrent la difficulty de 
transposition des resultats des animaux de laboratoire a I'espece destinataire. 

Conformement a invention, I'utilisation d'un vaccin inactive ou de sous- 
unites permet la vaccination de la chienne pendant la phase de gestation sans 

10 risque pour la chienne et sa progeniture. La vaccination avec rappel en fin de 
gestation est le moyen d'assurer un titre optimal en anticorps neutralisants a la 
naissance. Ce titre conditionne la protection obtenue par transfer! des anticorps 
neutralisants de la chienne a ses chiots en debut d'allaitement. 

La culture et la propagation du virus CHV se fait de preference sur des 

is cellules canines primaires ou de lignee, plus particulierement sur cellules renales 
canines de lignee de type MDCK (en anglais Madin-Darby Canine Kidney ou 
MDCK accessible aupres de I'American Type Culture Collection (ATCC) sous le 
numero CCL-34) notamment avec une multiplicity defection (moi) de 0,1 a 
0,001 doses infectantes 50 % en culture de cellules (DICC 50 ) par cellule, de 

20 preference 0,01 DICC 5 o/cellule. La recolte du virus CHV a lieu 3 a 4 jours plus 
tard. On peut obtenir un titre viral d'environ 10 6 a 10 8 DICC 50 /ml et en general de 
10 6 ' 5 a 10 7 ' 5 DICC 5 o/ml. 

Pour obtenir un vaccin inactive, le virus CHV est inactive, notamment 
apres recolte et clarification, par un traitement chimique (e.g. formol ou 

25 formaldehyde, p-propiolactone, ethyleneimine, ethyleneimine binaire (BEI)) et/ou 
thermique. De preference, le virus selon invention est inactive par action de 
I'ethyleneimine. Les particules virales peuvent etre concentrees par des 
techniques classiques de concentration, notamment par ultrafiltration et/ou 
purifiees par des moyens de purification classiques, notamment les techniques 

30 de gel-filtration, d'ultracentrifugation sur gradient de saccharose ou de 
precipitations selectives en particulier en presence de polyethylene glycol (PEG). 
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Le vaccin de sous-unites est de preference un vaccin sous-unites 
detraction, c'est-a-dire qu'il est prepare a partir du virus entier ou d'une fraction 
importante de ce virus (par exemple apres elimination de la capside). En 
particulier, ce vaccin peut comprendre les differentes glycoproteines d'enveloppe 

5 ou un melange de glycoproteines d'enveloppe. La preparation du vaccin de 
sous-unites est de preference realisee a partir d'une suspension virale inactivee, 
notamment inactivee comme decrit ci-dessus. De maniere preferee, pour obtenir 
un vaccin de sous-unites, contenant principalement les glycoproteines 
d'enveloppe, la suspension de particules virales, de preference inactivees 

10 obtenue precedemment, est soumise a Taction d'un detergent approprie, 
notamment non ionique, de preference un alcool ethoxyle ayant 
avantageusement un HLB compris entre 12 et 15. Les capsides virales sont 
ensuite eliminees notamment par ultracentrifugation. D'autres methodes 
equivalentes, permettant d'eliminer les capsides et de recueillir les 

15 glycoproteines d'enveloppe sont a la disposition de I'homme du metier. 

Pour I'elaboration d'un vaccin inactive ou d'un vaccin de sous-unite, 
I'antigene est repris dans un vehicule ou excipient acceptable au plan veterinaire 
et de preference additionne d'un adjuvant acceptable au plan veterinaire. La 
quantite d'antigene equivaut notamment a un equivalent titre avant inactivation 

20 d'environ 10 5 a environ 10 9,5 DICC 5 o par dose, notamment d'environ 10 5 a 
environ 10 9 par dose. Plus particulierement, pour un vaccin inactive, le titre avant 
inactivation est compris entre environ 10 5 et environ 10 9 DICC50 par dose, 
notamment entre environ 10 et environ 10 par dose. Plus particulierement, pour 
un vaccin sous-unites, le titre avant inactivation est compris entre environ 10 6 et 

25 environ 10 9,5 , en particulier entre environ 10 7 et environ 10 9 , de preference entre 
environ 10 7,5 et environ 10 8,5 , par dose. De preference, lorsqu'il s'agit d'un vaccin 
sous-unites, il presente un titre en glycoproteine gB, mesure en ELISA, d'environ 
0,01 jixg a environ 30 |Lig, en particulier d'environ 0,1 jug a environ 10 \ig, et de 
preference d'environ 0,3 \xg a environ 3 jag, par dose. 

30 Les vaccins selon I'invention sont conserves et stockes soit sous forme 

formulee a 5°C, soit sous forme lyophilisee, de preference avec un stabilisateur, 
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notamment du SPGA (saccharose, phosphate, glutamate, albumine, EP-B1- 
0,008,255). Ces vaccins peuvent etre repris ulterieurement en solvant (vehicule 
ou excipient et/ou adjuvant). 

Pour adjuver les vaccins selon ('invention, on peut utiliser (1) de 

5 Thydroxyde d'alumine, (2) un polymere de I'acide acrylique ou methacrylique, un 
polymere d'anhydride maleique et de derive alcenyle, (3) une sequence 
immunostimulatrice (ISS), notamment une sequence 

oligodesoxyribonucleotidique ayant un ou plusieurs motifs CpG non methyles 
(Klinman D. M. et a/., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1996, 93, 2879-2883 ; WO-A1- 

10 98/16247), ou (4) formuler la preparation immunogene ou vaccin sous forme 
d'une emulsion huile-dans-I'eau en particulier I'emulsion SPT decrite a la page 
147 de « Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant Approach » edited by M. 
Powell, M. Newman, Plenum Press 1995, et I'emulsion MF59 decrite a la page 
183 du meme ouvrage. 

15 L'emulsion huile-dans-I'eau peut notamment etre a base d'huile de 

paraffine liquide legere (type Pharmacopee europeenne) ; d'huile isoprenoide 
telle que le squalane, le squalene ; d'huile resultant de I'oligomerisation 
d'alcenes, en particulier d'isobutene ou de decene ; des esters d'acides ou 
d'alcools a groupement alkyle lineaire, plus particulierement les huiles vegetales, 

20 I'oleate d'ethyle, le di(caprylate / caprate) de propylene glycol, le tri(caprylate / 
caprate) de glycerol, le dioleate de propylene glycol ; des esters d'acides ou 
d'alcools gras ramifies, en particulier des esters de I'acide isostearique. L'huile 
est utilisee en association avec des emulsifiants pour former I'emulsion. Les 
emulsifiants sont de preference des tensio-actifs non ioniques en particulier les 

25 esters de sorbitan, de mannide (e.g. oleate d'anhydromannitol), de glycerol, de 
polyglycerol, de propylene glycol et d'acide oleique, isostearique, ricinoleique, 
hydroxystearique, eventuellement ethoxyles, les blocs copolymeres 
polyoxypropylene-polyoxyethylene en particulier les Pluronic®, notamment 
L121. 

30 Les polymeres de I'acide acrylique ou methacrylique sont reticules 

notamment par des ethers polyalcenyliques de sucres ou de polyalcools. Ces 



WO 01/52887 



PCT/FR01/00189 



composes sont connus sous le terme carbomere (Pharmeuropa vol. 8, n° 2, juin 
1996). L'homme de Tart peut aussi se referer a US-A-2,909,462 (incorpore par 
reference) decrivant de tels polymeres acryliques reticules par un compose 
polyhydroxyle ayant au moins 3 groupes hydroxyle, de preference pas plus de 8, 

5 les atomes d'hydrogene d'au moins trois hydroxyles etant remplaces par des 
radicaux aliphatiques insatures ayant au moins 2 atomes de carbone. Les 
radicaux preferes sont ceux contenant de 2 a 4 atomes de carbone, e.g. vinyles, 
allyles et autres groupes ethyleniquement insatures. Les radicaux insatures 
peuvent eux-memes contenir d'autres substituants, tel que methyl. Les produits 

10 vendus sous la denomination Carbopoi® (BF Goodrich, Ohio, USA) sont 
particulierement appropries. lis sont reticules par un allyl saccharose ou par de 
I'allylpentaerythritol. Parmi eux, on peut citer les Carbopoi® 974P, 934P et 971 P. 

Parmi les copolymeres d'anhydride maleique et de derive alcenyle, on 
prefere les EMA® (Monsanto) qui sont des copolymeres d'anhydride maleique et 

15 d'ethylene, lineaires ou reticules, par exemple reticules par du divinylether. On 
peut se referer a J. Fields et a/., Nature, 186, 778-780, 4 juin 1960 (incorpore par 
reference). Sur le plan de leur structure, les polymeres d'acide acrylique ou 
methacrylique et les EMA® sont formes de preference de motifs de base de 
formule suivante : 

20 

Ri R 2 

C (CH 2 ) X C (CH 2 ) y 

COOH COOH 



dans laquelle : 

- Ri et R 2 , identiques ou differents, represented H ou CH 3 

- x = 0 ou 1 , de preference x = 1 
25 - y = 1 ou 2, avec x + y = 2 

Pour les EMA®, x = 0 et y = 2. Pour les carbomeres, x = y = 1 . 
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La concentration en polymere dans la composition vaccinale finale sera 
de 0,01 % a 1,5 % PA/, plus particulierement de 0,05 a 1 % PA/, de preference 
de 0,1 a 0,4 % PA/. 

Une forme de vaccin particulierement preferee comprend un vaccin 
5 inactive ou de sous-unites formule sous forme d'une emulsion huile dans I'eau 
comprenant de I'oleate d'anhydromannitol, de I'acide oleique ethoxyle et de 
I'huile de paraffine liquide legere. En particulier, une methode d'immunisation des 
chiennes gestantes selon I'invention comprend I'administration d'un tel vaccin. 
Deux injections de preference sous-cutanees sont realisees, en particulier selon 
10 le schema decrit plus haut, par exemple avec la premiere injection pendant le 
premier tiers de la gestation de preference environ 10 jours apres la date de la 
saillie et notamment la deuxieme injection pendant le dernier tiers de preference 
environ 10 jours avant la date presumee de la mise bas. 

L'invention a aussi pour objet le procede de preparation du vaccin inactive 
15 ou de sous-unites decrit. 

L'invention a aussi pour objet des vaccins multivalents comprenant la 
valence herpesvirus canin inactivee ou de sous-unites, et au moins une valence 
pour au moins un autre pathogene canin, dans un vehicule ou excipient 
acceptable au plan veterinaire et de preference avec un adjuvant, notamment 
20 Tun de ceux decrits precedemment 

Lesdits pathogenes canins sont notamment choisis parmi le groupe 
comprenant le virus de la maladie de Carre, le parvovirus canin et I'adenovirus 
canin, mais d'autres valences peuvent aussi etre associees. 

Les vaccins CHV inactives ou de sous-unites selon l'invention peuvent 
25 etre administres simultanement dans la meme preparation ou successivement 
dans des preparations differentes avec la ou les autres valences canines qui 
peuvent etre sous forme de vaccins vivants attenues, inactives, sous-unitaires, 
recombines ou polynucleotidiques. 

L'invention a done egalement pour objet un kit ou ensemble de vaccin 
30 multivalent comprenant, conditionnees separement, une valence CHV selon 
Tinvention dans un vehicule ou excipient acceptable au plan veterinaire, et de 
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preference avec un adjuvant, notamment ceux decrits precedemment, et au 
moins une valence d'au moins un autre pathogene canin. La valence CHV selon 
Tinvention peut servir de solvant pour I'autre valence canine, notamment pour 
une valence attenuee, recombinee ou polynucleotidique se presentant sous 
5 forme lyophilisee. 

L'invention va etre maintenant decrite plus en detail a I'aide de modes de 
realisation pris a titre d'exemples non limitatifs. 

Exemples : 
10 Exemple 1 : Souche virale 

La souche d'herpesvirus canin utilisee est la souche F205 (L. E. 
Carmichael, Am. J. Vet. Res., 1965, 26, 803-814), disponible aupres de 
I'American Type Culture Collection (ATCC) sous le numero VR-647. 

15 Exemple 2 : Amplification de I'herpesvirus canin 

Des cellules de lignee canine (Madin-Darby Canine Kidney ou MDCK 

disponible aupres de I'ATCC sous le numero CCL-34) sont mises en culture en 

flacons roulants de 2 litres (850 cm 2 ) avec du milieu Dulbecco modified Eagle's 

minimum essential medium (DMEM - Gibco BRL) supplements de 5 % de serum 
20 de veau foetal (Bayer Diagnostic) et de gentamicine a 50 mg/l a raison de 200 

000 cellules par ml sous un volume de 350 ml. Les cellules sont cultivees a 

+37°C en atmosphere contenant 5% de C0 2 . 

Apres 3 ou 4 jours la couche cellulaire arrive a confluence. Le milieu de 

culture est alors remplace par du milieu DMEM sans serum mais toujours 
25 additionne de 50 mg/l de gentamicine et les cellules sont inoculees avec 

I'herpesvirus canin (exemple 1) avec une multiplicity d'infection (moi) de 0,01 

DICC 5 o/cellule. La culture virale est maintenue a 37°C. 

Lorsque I'effet cytopathique (ECP) est complet (environ 96 heures apres le 

debut de la mise en culture), la suspension virale est recoltee et congelee a 
30 -70°C. Plusieurs passages d'amplification cellulaire peuvent etre realises 

prealablement a I'inoculation virale en fonction de la quantite de virus souhaitee. 
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Les passages cellulaires et la culture virale peuvent egalement etre realises en 
cultivant les cellules sur microporteurs en biogenerateur. 

Le virus est conserve jusqu'aux etapes suivantes a 5°C. 

Le titre du virus CHV a la recolte est 10 7 ' 2 DICC50 par ml. 

5 

Exemple 3 : Titrage du virus CHV 

Le titrage du virus CHV est realise en microplaques de 96 cupules en 
milieu F15 additionne de 5% de serum de veau foetal et de gentamicine 50 mg/l. 
Les dilutions avec une raison d'ordre 3 de la suspension virale sont melangees a 
10 une suspension de cellules MDCK dans la microplaque a raison de 0,10 ml de 
dilution de virus pour 100 000 cellules sous 0,15 ml par cupule. Apres de 4 a 5 
jours d'incubation a 37°C avec 5% de C0 2 , les cupules presentant un ECP 
generalise sont comptabilisees et le titre est calcule en doses infectieuses pour 
culture de cellules 50 % (DICC50) par la methode de Karber. 

15 

Exemple 4 : Inactivation du virus 

Le virus CHV amplifie comme cela est decrit dans I'exemple 2 est inactive 
par I'ethyleneimine a ia concentration d'environ 12 mM a 37°C pendant 6 heures. 
L'ethyleneimine est preparee extemporanement en dissolvant 28,0 g de 
20 soude en pastille dans 200 ml d'eau distillee et en ajoutant 68,1 g de 
bromoethylamine (BEA) correspondant a une solution d'ethyleneimine 1,2 M (H. 
Bahnemann, Arch. Virol., 1975, 47, 47-56). La suspension virale inactivee est 
concentree 100 fois sur cassette d' ultrafiltration type Ultrasette avec un seuil de 
coupure de 300 kDa (Filtron). Le virus inactive concentre peut etre congele et 
25 stocke a -40°C. 

Exemple 5 : Extraction des glycoproteines virales 

Le virus inactive (exemple 4) est clarifie par centrifugation a 2500 g 
pendant 30 min. Le liquide surnageant est ensuite concentre 50 fois sur cassette 
30 d'ultrafiltration type Ultrasette avec un seuil de coupure de 300 kDa (Filtron). Le 
concentrat est additionne de polyethylene glycol 8000 (PEG 8000) a 8% PA/ et 
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de chlorure de sodium 4% P/V. Apres un contact de 16 heures a 4°C, le virus 
precipite est sedimente par centrifugation a 2500 g pendant 60 min, puis repris 
en tampon phosphate (PBS : NaCI 8 g/l ; KCI 0,2 g/l ; KH 2 P0 4 0,2 g/l ; Na 2 HP0 4 , 
2 H 2 0 1,44 g/l). Puis repris en tampon phosphate isotonique a raison d'un 
5 centieme du volume initial. Le concentre viral subit ensuite une 
ultracentrifugation zonale sur coussin de saccharose (35 % et 60 % P/P en PBS, 
pendant 60 min, a 200 000 g) avec un rotor zonal ou un rotor a angle fixe Ti45. 
Le virus est recolte a I'interface et est dilue environ au quart en PBS. Puis ajouter 
un alcool cetylique 10 OE (alcool ethoxyle d'HLB 13) a la concentration de 1,5% 

10 P/V, incuber une heure a 37°C. Les capsides sont ensuite sedimentees par 
ultracentrifugation pendant une heure a 230 000 g avec un rotor Ti45. Le 
surnageant contenant les glycoproteines est recueilli. La solution de 
glycoproteines peut eventuellement etre concentree par ultrafiltration. 

La solution de glycoproteines purifiees est conservees a -40°C jusqu'a 

is formulation du vaccin. 

Exemple 6 : Formulation des vaccins 

L'antigene inactive concentre (exemple 4) ou la solution de sous-unites 
(exemple 5), apres decongelation, est dilue(e) en tampon PBS en fonction de la 

20 quantite requise d'antigenes par dose. 

Le vaccin adjuve est prepare de la maniere suivante : 167 ml de phase 
aqueuse constitute de 8 ml d'antigene viral inactive ou sous-unite et de 159 ml 
de PBS sont emulsionnes dans 83 ml de phase huileuse contenant 7% p/v 
d'oleate d'anhydromannitol, 8% p/v d'acide oleique ethoxyle a 11 OE (oxyde 

25 d'ethylene) et 85% v/v d'huile de paraffine liquide legere (type Pharmacopee 
europeenne) a I'aide d'un emulseur a turbine Silverson a 32°C pendant 2 
minutes. Le vaccin formule sous forme d'emulsion huile-dans-eau est ensuite 
stocke a 5°C. 

Une methode alternative pour preparer le vaccin consiste a mettre en 
30 emulsion par trois passages a travers un homogeneiseur haute pression modele 
Y110 (Microfluidics Corp.) a une pression de 600 bars et une temperature 
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comprise entre 30 et 40°C le melange 5% p/v squalane, 2,5% p/v Pluronic® 
L121, 0,2% p/v cTun ester d'acide oleique et d'un anhydrosorbitol ethoxyle a 20 
OE, 92,3% v/v de I'antigene viral dilue au 1/30* me en tampon PBS apres 
decongelation. Le vaccin formule sous forme d'emulsion huile-dans-eau est 

5 ensuite stocke a 5°C. 

Une autre methode alternative consiste a realiser une solution a 0,4% p/v 
de Carbopol® 974P en eau physiologique (NaCI 9 g/l). Le pH est ajuste a 7,3-7,4 
avec de la soude. Cette solution de Carbopol est ensuite melangee a partie 
egale a I'antigene viral dilue au 1/16^ me apres decongelation. Le vaccin formule 

10 sous d'une suspension est ensuite conserve a 5°C. 

0,5 ml d'une solution de sous-unites (exemple 5), apres decongelation, 
diluee en tampon PBS au 1/15 eme est ajoutee a 0,5 ml de substrat de 
lyophilisation SPGA (saccharose, phosphate, glutamate, albumine, EP-B1- 
0,008,255). Ce melange est reparti en fiacon et lyophilise puis conserve a 5°C. 

15 Le diluant est constitue par les adjuvants precedemment decrit en incorporant 
uniquement du tampon PBS dans la phase aqueuse. 

Exemple 7: Titrage des anticorps neutralisants anti-CHV. 

Les serums a titrer sont testes pour leur aptitude a neutraliser le virus 
20 CHV. Les serums preleves sur les animaux sont dilues en cascade au tiers avec 
du milieu DMEM additionne de 5% de serum de veau foetal dans des plaques a 
96 puits pour culture cellulaire. A 0,05 ml du serum dilue sont ajoutes 0,05 ml de 
milieu de culture contenant approximativement 200 DICC 50 /ml de CHV. Ce 
melange est incube pendant 2 heures a 37°C en etuve en atmosphere contenant 
25 5% C0 2 . 

0,15 ml d'une suspension de cellules MDCK contenant environ 100 000 cellules 
par ml est ensuite ajoutee a chaque melange. L'effet cytopathique (ECP) est 
observe par microscopie a contraste de phase apres 5 jours de culture a 37°C en 
atmosphere contenant 5% C0 2 . Les titres neutralisants de chaque serum sont 
30 calcules d'apres la methode de Karber. Les titres sont donnes sous la forme de 
la dilution la plus importante inhibant l'effet cytopathique pour 50 % des cupules. 
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Les titres sont exprimes en Iog10 VN50. Chaque serum est titre au moins deux 
fois, de preference quatre fois. 

Exemple 8 : Efficacite 

5 12 chiennes Beagle EOPS non vaccinees ont ete incluses dans I'etude et 

reparties par randomisation en 2 groupes de 6 animaux. Les chiennes du 
premier groupe sont vaccinees avec le vaccin CHV de sous-unites adjuve avec 
I'emulsion huile-dans-eau a base d'huile de paraffine (exemple 6), les chiennes 
de I'autre groupe avec un vaccin placebo. 

10 Les chiennes ont ete vaccinees a 2 reprises par voie sous-cutanee 

environ 10 jours apres saillie, puis environ 10 jours avant la date presumee de la 
mise-bas. Le lyophilisat repris par 1 ml de solvant huileux est administre aux 
chiennes. Ceci correspond a un equivalent titre de 10 7,7 DICC 50 avant 
inactivation. 

15 Apres la mise-bas, les chiots nouveau-nes sont eprouves a rage de 3 

jours avec 50 a 100 DICC50 d'une souche virulente de CHV, par exemple F205 
isolee par L. E. Carmichael (Am. J. Vet. Res., 1965, 26, 803-814) ou CHV 270 
(H. Hill, Am. J. Vet. Res. ,1974, 35, 669-673) ou CHV C4012SE, par voie 
oronasale (0,5 ml par voie orale et 0,25 ml dans chaque narine). Les chiots sont 

20 ensuite observes pendant 3 semaines. Les signes cliniques et la mortalite sont 
releves. Apres leur deces, tous les chiots sont autopsies. Les lesions 
macroscopiques caracteristiques de I'herpesvirose canine sont recherchees au 
niveau des reins, rate, foie, poumons, tractus digestif, coeur et ganglions 
mesenteriques, et des prelevements sont realises pour un isolement de CHV sur 

25 cellules MDCK. Le diagnostic d'herpesvirose canine est base sur la mort du 
chiot, la presence de lesions macroscopiques caracteristiques et confirme par un 
isolement viral. 

Toutes les chiennes vaccinees ont seroconverti et ont un titre eleve en 
anticorps neutralisants au moment de la mise bas. Ces titres sont mesures par la 
30 methode decrite dans i'exemple 6 et sont exprimes en Iog10 VN50. 
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Titres SN moyens 
anti-CHV chez les 
chiennes 


Jour de la primo- 
vaccination 


Jour du rappel 


Jour de I'epreuve 


3 semaines apres 
epreuve 


groupe controle 


< 0,24 +/- 0,00 


< 0,24 +/- 0,00 


<0,29 +/- 0,13 


< 1,36 +/- 0,65 


groupe vaccine 


<0,35 +/-0.17 


< 1,04 +/-0.34 


1,76 +/- 0,20 


2,11 +/- 0,51 



Parmi les chiots nes des meres vaccinees, aucun n'est mort 
d'herpesvirose canine (0/27). Aucun virus CHV n'a ete re-isole de ces chiots. 

Parmi les chiots nes de mere non vaccinees (groupe placebo), un taux de 
5 mortalite due au CHV de 62% (18/29) a ete observe. De I'isolement viral est 
egalement observe chez 55% de ces chiots (16/29) : les prelevements provenant 
de 2 chiots ont ete contamines par des bacteries et n'ont pu etre testes pour 
Tisolement viral de CHV. 

La difference du taux de mortalite entre les 2 groupes est hautement 
10 significative (test exact de Fisher ; p<0.0001 ). 

Des chiennes Yorkshire reparties par randomisation en 2 groupes sont 
maintenues en milieu infecte. Les 14 chiennes du premier groupe sont vaccinees 
avec le vaccin CHV de sous-unites adjuve avec une emulsion huile-dans-eau a 
15 base d'huile de paraffine (exemple 6), les 6 chiennes de Tautre groupe avec un 
vaccin placebo. Le protocole de vaccination est identique a ce qui est decrit plus 
haut. 

A leur naissance, le poids des chiots est mesure. 

Le poids des 28 chiots nes d'une mere vaccinee est sensiblement plus 
20 eleve (poids moyen de 141,8 g) que celui des 14 chiots nes d'une mere non 
vaccine (poids moyen de 85,0 g), soit un gain ponderal de 166,8%. La difference 
est significative (Kruskal-Wallis, p<0,01). 

Les resultats montrent en milieu contamine une tendance a augmenter le 
taux de gestation chez les chiennes vaccinees. 
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Le taux de gestation est de 82% chez les chiennes vaccinees (50/61) et 
de 68% chez les chiennes non vaccinees (groupe placebo) (19/28) (test exact de 
Fisher, p=0,11). 

5 II doit etre bien compris que I'invention definie par les revendications 

annexees n'est pas limitee aux modes de realisation particuliers indiques dans la 
description ci-dessus, mais englobe les variantes qui ne sortent ni du cadre ni de 
I'esprit de la presente invention. 
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Revendications 

1 . Utilisation d'antigene de CHV pour la preparation d'un vaccin permettant de 
proteger les chiots contre I'herpesvirose canine, destine a etre administre 
chez la chienne gestante de 1 a 20 jours avant la date presumee de mise 
bas, notamment de 1 a 15 jours, plus particulierement de 5 a 15 jours, plus 
particulierement encore de 5 a 10 jours, de preference environ 10 jours 
avant cette date, et produisant un taux d'anticorps anti-CHV eleve chez la 
chienne gestante au moment de la mise bas, induisant une protection chez 
les chiots par transfert d'anticorps lors de I'allaitement. 

2. Utilisation d'antigene de CHV pour la preparation d'un vaccin permettant de 
vacciner les chiots contre I'herpesvirose canine, destine a etre administre 
chez la chienne gestante le plus pres possible de la mise bas, notamment 
pendant le dernier tiers de la gestation, et produisant chez la femelle 
gestante, au moment de la mise bas, un taux d'anticorps anti-CHV superieur 
ou egal a 0,9 Iog10, de preference superieur ou egal a 1,2 Iog10, induisant 
une protection chez les chiots par transfert d'anticorps lors de l'allaitement. 

3. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le vaccin est 
destine a produire chez la femelle gestante, au moment de la mise bas, un 
taux d'anticorps anti-CHV superieur ou egal a 0,9 Iog10, de preference 
superieur ou egal a 1,2 Iog10. 

4. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que le vaccin est 
destine a etre administre de 1 a 20 jours avant la date presumee de mise 
bas, notamment de 1 a 15 jours, plus particulierement de 5 a 15 jours, plus 
particulierement encore de 5 a 10 jours, de preference environ 10 jours 
avant cette date. 

5. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, le vaccin etant 
destine a etre administre a une femelle prealablement vaccinee avec un 
vaccin contre CHV. 

6. Utilisation selon la revendication 5, caracterisee en ce que les vaccinations 
sont separees par un intervalle d'au moins deux a trois semaines et 
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notamment Tad ministration du premier vaccin a lieu dans la periode allant 
de I'oestrus a 2 a 3 semaines avant la premiere administration, en particulier 
dans la periode allant de Toestrus et comprenant le premier tiers de la 
gestation, de preference 7 a 10 jours apres la saillie. 
5 7. Utilisation selon la revendication 5 ou 6, caracterisee en ce les vaccins sont 
identiques ou differents. 

8. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, caracterisee en 
ce que le vaccin comprend un antigene choisi dans le groupe constitue de 
virus CHV inactive, virus CHV attenue, sous-unite du virus CHV, antigene 

10 exprime par un recombinant. 

9. Utilisation selon la revendication 8, caracterisee en ce que le vaccin 
comporte des sous-unites du virus CHV, et de preference il s'agit d'un 
vaccin sous-unites d'extraction. 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que le vaccin 
15 comprend des glycoproteines d'enveloppe du virus CHV. 

11. Utilisation selon la revendication 8, caracterisee en ce que le vaccin 
comprend du virus CHV inactive. 

12. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 11, caracterisee 
en ce que le vaccin comporte un vehicule ou excipient et un adjuvant 

20 acceptables au plan veterinaire. 

13. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 9 a 12, caracterisee 
en ce que le vaccin comprend une quantite d'antigene correspondant a un 
equivalent en titre avant inactivation d'environ 10 5 a environ 10 9,5 DICC50 par 
dose. 

25 14. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 9 a 13, caracterisee 
en ce que le vaccin est formule sous forme d'une emulsion huile-dans-eau 
ou sous forme de suspension avec du carbomere. 
15. Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en ce que le vaccin est 
formule sous forme d'une emulsion comprenant soit de I'oleate 

30 d'anhydromannitol, de I'acide oleique ethoxyle et de I'huile de paraffine 
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liquide legere, soit du Pluronic®, de Tester de sorbitan et d'acide oleique 
ethoxyle et du squalane, ou sous forme d'une suspension de Carbopol®. 

16. Vaccin anti-CHV comprenant les sous-unites d'extraction du virus CHV, 
eventuellement apres elimination des capsides virales, dans un vehicule ou 
excipient, et de preference un adjuvant, acceptables au plan veterinaire. 

17. Vaccin anti-CHV comprenant du virus CHV inactive ou les sous-unites 
d'extraction du virus CHV, eventuellement apres elimination des capsides 
virales, sous forme lyophilisee, et pouvant etre repris avant utilisation par un 
adjuvant. 

18. Vaccin selon la revendication 16 ou 17, caracterise en ce que ('adjuvant est 
de I'hydroxyde d'alumine. 

19. Vaccin selon la revendication 16 ou 17, caracterise en ce que Tadjuvant est 
un polymere de Tacide acrylique ou methacrylique ou un polymere 
d'anhydride maleique et de derive alcenyle, de preference du Carbopol®. 

20. Vaccin selon la revendication 16 ou 17, caracterise en ce qu'il est formule 
sous forme d'une emulsion huile-dans-l'eau. 

21. Vaccin selon la revendication 20, caracterise en ce que I'emulsion huile 
dans Teau comprend soit de Toleate d'anhydrornannitol, de I'acide oleique 
ethoxyle et de Thuile de paraffine liquide legere, soit du Pluronic®, de Tester 
de sorbitan et d'acide oleique ethoxyle et du squalane. 

22. Vaccin anti-CHV comportant du virus CHV inactive, a raison d'une quantite 
d'antigene qui equivaut a un equivalent titre avant inactivation de 10 5 a 10 9,5 
DICC 50 , notamment de 10 5 a 10 9 DICC 50 , de preference de 10 6 et 10 8 par 
dose, dans un vehicule ou excipient acceptable au plan veterinaire et de 
preference avec un adjuvant. 

23. Vaccin anti-CHV comportant du virus CHV inactive, notamment selon la 
revendication 22, caracterise en ce que soit il comporte un adjuvant choisi 
parmi I'hydroxyde d'alumine, un polymere de Tacide acrylique ou 
methacrylique ou un polymere d'anhydride maleique et de derive alcenyle, 
de preference du Carbopol®, une sequence immunostimulatrice, soit il est 
formule sous forme d'une emulsion huile-dans-Peau. 
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24. Vaccin selon la revendication 23, caracterise en ce que Temulsion huile 
dans I'eau comprend soit de Toleate d'anhydromannitol, de I'acide oleique 
ethoxyle et de Thuile de paraffine liquide legere, soit du Pluronic®, de Tester 
de sorbitan et d'acide oleique ethoxyle et du squalane. 
5 25. Vaccin selon Tune quelconque des revendications 16 a 24, caracterise en 
ce qu'il est obtenu a partir d'un virus CHV inactive par un traitement 
chimique et/ou thermique. 

26. Vaccin selon la revendication 25, caracterise en ce que le virus CHV est 
inactive par le formol, la p-propiolactone, Tethyleneimine, ou Tethyleneimine 

10 binaire. 

27. Vaccin selon I'une quelconque des revendications 16 a 21, caracterise en 
ce que le vaccin est un vaccin de sous-unites susceptible d'etre obtenu en 
soumettant une suspension de particules virales CHV, de preference 
inactivees, a Taction d'un detergent approprie. 

15 28. Vaccin selon Tune quelconque des revendications 16 a 21 et 23 a 27, 
caracterise en ce qu'il comprend des sous-unites du virus CHV en quantite 
qui equivaut a un equivalent titre avant inactivation de 10 6 a 10 9,5 DICC 5 o, en 
particulier de 10 7 a 10 9 DICC 50 , de preference de 10 7 ' 5 a 10 8 ' 5 , par dose. 

29. Vaccin selon Tune quelconque des revendications 16 a 28, caracterise en 
20 ce qu'il comprend au moins un antigene d'au moins un autre pathogene 

canin. 

30. Vaccin selon la revendication 29, caracterise en ce que le pathogene canin 
est choisi dans le groupe consistant en virus de la maladie de Carre, 
parvovirus canin, adenovirus canin et leurs associations. 

25 31. Vaccin selon Tune des revendications 16 a 21 et 25 a 30, caracterise en ce 
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